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に放出されるという事態を引き起こしてきた(Thomas VM et al., 1999)。鉛による環境汚染が問
題となるとともに、法規制の取り組みも進み、環境基本法における鉛の環境基準は土壌からの溶
出基準は 0.01mg/L 以下(環境省, 1971, 1983)、地下水、公共用水については 0.01mg/L 以下(環境
省, 1997)と定められた。また、水道水基準値は 0.01mg/L(厚生労働省, 2003)、健康にかかわる有
害物質の排水基準は 0.1mg/L(環境省, 2006a)に規制され、土壌含有量規準も 150mg/kg(環境省, 





week)に設定している(World Health Organization: WHO, 1995)。 
 鉛におけるヒト健康影響の一つとして神経系への影響が知られている (Agency for Toxic 
Substances and Disease Registry: ATSER, 2007) 。神経系への影響は高濃度曝露だけでなく低
濃度曝露においてもその影響が報告されている。また、その影響は成人と幼児・小児を比較した
とき、幼児・小児にその影響がよく表れるとされている(Lanphear et al., 2000, Canfield et al., 
2004)。 
一方、ヒトに対する健康リスク評価の方法として薬物動態モデルを利用し、各生体部位への鉛
の移行量を推定する方法が研究開発され、O’Flaherty モデル(O'Flaherty, 1991a, 1991b, 1991c, 
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1993, 1995)、IEUBK モデル(Environmental Protection Agency: EPA, 1994a, 1994b, White et 















であることが分かる(中島, 2007, 堀口, 1993)。 
鉛が使用された分野は先に述べたように多岐にわたり、化粧品や飲料の品質保持に使用されて





しかし、鉛の供給量は 1980 年代後半をピークに減尐傾向にあるものの(中西, 2006, 通商産業
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図 1-1. 鉛生産量の経年変化[中西(2006)より抜粋] 
 
1.2.2 鉛の性質 
1.2.2.1 鉛の物理化学的性質 鉛の同位体および元素存在度 
鉛は原子番号 82 番で第 IV 属の元素である。原子量は 207.20、色は青みがかった灰色
（Bluish-gray）、個体の物理的状態を持つ。融点は 327.4℃、沸点は 1,740℃、20℃での密度は
11.34g/cm3である。 
鉛は 3 つの酸化状態をとる。酸化状態によって Pb(0)、Pb(II)、Pb(IV)の 3 種に分けられるが
環境中では为に 2 価の酸化状態である Pb(II)として存在している。過剰に酸化された状態である
Pb(IV)は不安定な状態であるため、無機化合物としての Pb(IV)は自然界にはほとんど存在しない。
しかし、有機鉛化合物については 2 価のものは知られておらず、4 価の状態がそのほとんどを占
めている。金属鉛である Pb(0)も自然界に存在するがその量は極めて尐ない(ATSDR, 2007, 
Budavari et al., 1996, HSDB, 2009, Lide et al., 1998)。 
鉛は自然界に存在する天然元素であり、自然界の鉛は 4つの安定同位体の混合物である。その
種類は、208Pb、206Pb、207Pb、204Pb の 4 種類であり、それぞれの存在割合は 208Pb:51~53%、
206Pb:23.5~27%、207Pb:20.5~23%、204Pb:1.35~1.5%である。またこれらの同位体の中で、206Pb
はウラン系列、207Pb はアクチニウム系列、208Pb はトリウム系列の最終的な崩壊生成物である
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(ATSDR, 2007, Budavari et al., 1996, HSDB, 2009, Lide et al., 1998)。ケイ素原子 106個に対す
る原子数である元素存在度によると鉛の地殻中の元素存在度は 8μg/g である(日本化学会編, 
2004)。また、地殻に含まれる鉛の量であるクラーク数は 1.5×10-3重量%であり、地球上に存在
するすべての元素のうち 36 番目に存在量が多い。鉛の基本的な物理化学的特性を表 1-1 に示す。 
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 心臓血管系への影響として Rothenbergらは 15歳から 44歳までの 667人の妊婦への調査にお
いて踵骨鉛濃度が 10ppm に増加すると最高血圧が 0.7mmHg 高くなり、最低血圧が 0.54mmHg
高くなることを報告した(Rothenberg et al., 2002)。消化器系への影響は全米科学アカデミー
（National Academic of Science: NAS）が血中鉛濃度 60-100μg/dL に達した子供たちに疝痛の
症状があらわれていることをまとめた(NAS, 1972a, 1972b)。造血系への影響は Hernberg らが
159 人の成人を調査した結果、血中鉛濃度 5-95μg/dL の範囲内においてアミノレブリン酸脱水酵
素（aminolevulinic acid dehydratase: ALAD）活性が低下することを報告し(Hernberg et al., 
1970)、Schwarts らは 1 歳から 5 歳までの 579 人の子供たちを対象に血中鉛濃度を測定し、
20μg/dL 以上の濃度を示す子供たちに貧血の症状が見られることを報告した(Schwartz et al. , 
1990)。 
筋骨格系への影響として Moss らは 2 歳から 11 歳の子供たちを調査した結果、2 歳から 5 歳で
は平均 2.9μg/dL、6 歳から 11 歳では 2.1μg/dL の血中鉛濃度を持つグループで血中鉛濃度が上昇
するに従い、虫歯の本数が増加することを示した(Moss et al., 1999)。腎臓系への影響として
Payton らは平均年齢 64 歳の男性 744 人の集団において、血中鉛濃度が 10μg/dL を上回るとき、
クレアチニンクリアランスが 10.4mL/minute に低下し、糸球体濾過率（glomerular filtration 
rate: GFR）が低下したことを報告した(Payton et al., 1994)。また Kim らは平均年齢 57 歳の 459
人の男性の集団においてそれぞれの血中鉛濃度と血清中クレアチニン値を比較したとき、血中鉛
濃度が 10 倍を超えると血清中クレアチニン値の増加に顕著な増加が見られたことを報告した
(Kim et al., 1996)。 
内分泌系の影響として López らは鉛の職業曝露を受けている 75 人の男性への調査から
50-98μg/dL の血中鉛濃度を示す対象において甲状腺機能および甲状腺ホルモン濃度を測定する
のに使用される指標であるトリヨードサイロニン（T3）接種率、血清総サイロキシン（T4）量が
それぞれ低下することを示した(López et al., 2000)。免疫系への影響として Sun らは 38 人の 3
歳から 6歳の子供たちへの調査において血中鉛濃度が 10μg/dL以上になると IgE抗体濃度が上昇
し、IgG 抗体、IgM 抗体それぞれの濃度が低下したことと、その傾向は男児よりも女児において
顕著であったことを報告した(Sun et al., 2003)。 
生殖系の影響として Gennart らは鉛の職業曝露を受けている 74 人の男性に対して調査を行い
全体に対する平均血中鉛濃度は 46.3μg/dL を示し、受精に対する能力が低下していたことを報告
した(Gennart et al., 1992)。発達系への影響としては Ballew らは 1 歳から 7 歳までの幼児 4,391
人への調査で血中鉛濃度 1-72μg/dL の範囲においてその濃度が 10μg/dL 増加するごとに身長
1.57cm、頭囲 0.52cm の低下が見られたことを報告し(Ballew et al., 1999)、Wu らは 1,706 人の
8 歳から 16 歳の女児に対する調査で血中鉛濃度 1-22μg/dL の範囲で性成熟の遅延が起こったこ
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とを報告した(Wu et al., 2003)。 
 鉛の発がん性に対して動物を用いた実験ではその作用機構は解明されていないが DNA 合成や
修復の阻害、細胞間情報の変化、酸化損傷といった遺伝子毒性に関わりがない作用機構の報告が
ある(Silbergeld et al., 2000)。発がん性に対する情報はヒトにおいて不足しているがさまざまな
機関が今までの知見に基づいた発がん性の評価を行っている。アメリカ環境保護庁（United 
States Environmental Protection Agency : EPA）は無機鉛の発がん性の評価として Group 2B
に区分し、ヒトに対する発がん性のおそれがあると発表した (Integrated Risk Information 
System(IRIS)(1993))。アメリカ保健福祉省（United States Department of Health and Human 
Services）は鉛および鉛化合物のヒトに対する発がん性に関して発がん性が予想されると結論付
けた(NTP, 2005)。また、国際がん研究機関（International Agency for Research on Cancer: IARC）
は無機鉛に対してヒトに対する発がん性がおそらくある Group 2A(IARC, 2006)、金属鉛に対し
てはヒトに対する発がん性が疑われる Group 2B、有機鉛化合物に対してはヒトに対する発がん







神錯乱、痙攣状態、麻痺状態、昏睡状態となり、最悪死に至る(Kumar et al., 1987)。このような
鉛脳症の症状は成人だけでなく幼児・小児にも同様に見られる。深刻な鉛脳症の症状は成人では
一般的に血中鉛濃度が非常に高濃度になった時に現れ、鉛の急性毒性の症状として現れる(Kehoe, 
1961, Smith, 1938)。 
 Camparaらは血中鉛濃度 45-60μg/dLの高濃度域を示す職業従事者において神経行動試験を行
った結果、認識能力、視覚・運動能力、言語能力において血中鉛濃度が低濃度であったグループ
と比較すると、それらの能力が低下したことを報告している(Campara et al., 1984)。また Baker
らは血中鉛濃度 40μg/dL 以上を示す労働者が言語能力、記憶能力、視覚・運動能力が低下したこ
とを示した(Baker et al., 1983)。Maizlish らも鉛精練所で平均 4 年従事し、血中鉛濃度の平均値
が 42μg/dL 示す 43 人のベネズエラ人労働者に対する神経行動試験を行い、同様の結果が得られ
ていることを報告している(Maizlish et al., 1995)。 
 鉛による幼児・小児への影響に関しては近年、さらに低濃度で影響がおよぼされていることが
報告されている。Lanphear らは 4853 人の 6 歳から 16 歳までの児童に対し、血中鉛濃度とさま




算能力と読解能力は血中鉛濃度と負の相関を示していたことを報告した(Lanphear et al., 2000)。 
 Canfield らは 172 人の児童を対象に血中鉛濃度と IQ に対する調査を行い、幼児・小児期にお
いて血中鉛濃度が平均 1μg/dL 増加すると IQ が 0.46 ポイント低下した。また、年齢を 3 歳から
5 歳に限定し、血中鉛濃度 10μg/dL 以下の集団で観察した場合は、血中鉛濃度 1μg/dL の増加で










イオンチャンネルによって制御されている(中川ら, 2009, 日本トキシコロジー学会教育委員会, 





















た。それぞれの鉛化合物の物理化学的性質を表 1-2 に示す。 
 
表 1-2. 本研究において使用する鉛化合物の物理化学的特性[中西(2006), ATSDR(2007)] 
名称 酢酸鉛(II)三水和物 硝酸鉛(II) 塩化鉛(II) 
化学式 Pb(CH3COO)2・3H2O Pb(NO3)2 PbCl2 
分子量 379.33 331.21 278.11 
物理的状態 個体 個体 個体 
色 白 無色あるいは白 白 
融点 280℃ 470℃で分解 501℃ 
沸点 200℃で分解 情報なし 950℃ 
密度（20℃） 3.25g/cm3 4.53g/cm3 5.85g/cm3 









硝酸 情報なし 不溶 情報なし 





蒸気圧 情報なし 情報なし 
1mmHg 
(547℃) 
原子価 +2 +2 +2 
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間での物質のやり取りは血液脳関門(Rubin et al., 1999, 中川ら, 2009)という生体機能により厳
しく制限されている。鉛が脳内に取り込まれるためには、この血液脳関門を透過しなければなら
ない。化学物質の血液脳関門透過性についての研究は in vivo で行われてきたが(Boje, 2001, 
Fraser et al., 1990, Zlokovic et al., 1986, Rapoport et al., 1979) 最近では様々な細胞を用いた in 
vitro での研究もおこなわれるようになった(Cecchelli et al., 1999, Jeliazkova-Mecheva et al., 








 具体的には血液脳関門と経皮内電気抵抗、本研究で用いる in vitro 血液脳関門実験モデルにつ
いて説明し、そのモデルの作成方法を述べる。次にモデルに用いる細胞である豚脳微小血管内皮
細胞の鉛化合物に対する生存率試験を行い、経皮内電気抵抗測定実験において曝露する鉛化合物
濃度を決定する。そして作成した in vitro 血液脳関門実験モデルに対して鉛化合物曝露を行い、
鉛化合物濃度、曝露時間に対応した経皮内電気抵抗を測定し、その値から経皮内電気抵抗値を計
算する。また、鉛透過性に関しては同様のモデルを用い酢酸鉛(II)三水和物を曝露する。その後、




2.2 血液脳関門(Blood-Brain Barrier: BBB)と経皮内電気抵抗(TransEndothelial Electrical 
Resistance: TEER) 
 血液脳関門は 1885 年、ドイツ人の微生物学者である、Paul Ehrich がラットの血管に色素で








顕微鏡による細胞観察によって確認された(Reese et al., 1967, Clawson et al., 1966, Donahue el 





(Rowland et al., 1992)。ブドウ糖やアミノ酸といった脳にとって必要な栄養素は脳微小血管内皮
細胞に存在する膜タンパクによって選択的に取り込まれている(Rubin et al., 1999, 中川ら, 
2009)。为な膜タンパクの一つである p-glycoprotein は脳微小血管に比較的高濃度で存在してい
る。P-glycoprotein は微小血管内皮細胞や脳内に入り込んだ物質を血液内に戻す役割を担ってい








に行うため血液脳関門が存在しないといわれている(Weiss et al., 2009)。また、幼児・小児は脳
の大部分において血液脳関門が未発達であり、その機能が不十分である(Butt et al., 1990, 
Virgintino et al., 2004)。図 2-1 に脳微小血管およびその他の微小血管との違いを示す模式図、図
2-2 に血液脳関門の模式図を示す。 
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図 2-1. 脳微小血管およびその他の微小血管との比較[Schinkel(1999)より抜粋] 
 
 
図 2-2. 血液脳関門の模式図[馬場(2007)より抜粋] 
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 経皮内電気抵抗（Transendothelial electrical resistance: TEER）の測定は血液脳関門のタイ
トジャンクションの機能性を定性化するための簡便な方法である。経皮内電気抵抗は脳微小血管
内皮細胞の間のタイトジャンクションを透過する小さなイオンの透過性によってその値が決定さ
れる(Crone et al., 1981, 1978, 1982)。経皮内電気抵抗の絶対値は为に細胞の間のタイトジャンク
ションの量と複雑性に依存しているとされている(Gonzalez-Mariscal et al., 1985, Cereijido et 
al., 1982)。よって、in vitro 血液脳関門モデルの経皮内電気抵抗を測定することによって被験物
質のタイトジャンクションへの影響を見ることができる。 
 
2.3 in vitro 血液脳関門実験モデル 
 血液脳関門を模したモデルに使用される細胞には初代培養細胞を使用するものから株化細胞を
使用するものといった様々なものがある(Cecchelli et al., 1999, Biernacki et al., 2005, Coisne et 
al., 2005, Meyer et al., 1990, Perriere et al., 2007, Persidsky et al., 1997, Roux et al., 1994, 
Durieu-Trautmann et al., 1991, Laschinger et al., 2000, Weksler et al., 2005)。Bowman らは
牛脳微小血管細胞を分離培養し、in vitro 血液脳関門モデルを構築した(Bowman et al., 1983)。
Tewes らは Bowman らの方法をもとに豚脳微小血管内皮細胞を分離培養し、豚脳微小血管内皮
細胞が容易かつ十分な量が得られることを示し、また、豚の生理学的機能がヒトのものと相関が
あることを示した(Tewes et al., 1997, Erben et al., 1995, Wegener et al., 1996)。本研究では







薬株式会社より購入した。CS-C Complete Medium Kit は大日本住友製薬株式会社より購入し、
CS-C Complete Defined Medium 500ml に Defined Cell Boost 10ml を添加し培養液として使用
した。培養条件は 37℃、CO2濃度 5%、湿度 100%である。 
セルカルチャーインサート（直径 30mm、メンブレンポアサイズ 0.4μm）および 6 穴プレート
は日本ベクトンディッキンソン株式会社より購入した。96 穴プレート、セルカルチャーフラスコ
は IWAKI 社製のものを使用した。 
 
 
















経皮内電気抵抗測定実験を行うに当たり、鉛化合物曝露濃度を決定するために in vitro 血液脳
関門実験モデルに使用する細胞である豚脳微小血管内皮細胞に鉛化合物水溶液を曝露し、生存率
試験を行った。その方法を以下に示す。 
 豚脳微小血管内皮細胞を 75cm2培養フラスコ内で CS-C Complete Medium を用いコンフルエ
ント状態になるまで培養した。その後、トリプシンを用いて細胞をフラスコ底面から剥離し、118
×g で 10 分間の遠心分離を行い細胞を回収後、CS-C Complete Medium を用いて細胞濃度 2 ×
105 cells/ml の濃度に再懸濁した。96 穴プレートのそれぞれのウェルに細胞懸濁液 100μl を添加
し（2 ×104 cells/well）、37℃、CO2濃度 5%、湿度 100%の条件下で 24 時間の前培養を行った。
前培養後、各濃度の鉛化合物 10μl を各ウェル内の培地に添加し、37℃、CO2濃度 5%、湿度 100%
の条件下で 48 時間の曝露処理をおこなった。曝露処理後 Cell Counting Kit-8 溶液 10μl を 96 穴
プレートの各ウェルに添加し、37℃で 3 時間静置し呈色反応をおこなった後、マイクロプレート
リーダーModel 550 (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, U.S.A.) を用いて波長 450nm（参考波長：
650nm）での吸光度を測定した。細胞生存率は（2-1）式より求めた。 
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2.4.4 in vitro 血液脳関門実験モデルの作成 
 豚脳微小血管内皮細胞を CS-C Complete Medium 内にて 75cm2培養フラスコを用い、コンフ
ルエント状態になるまで培養した。その後、トリプシンを用いて細胞をフラスコ底面から剥離し、
118×g で 10 分間の遠心分離にて回収後、培地を用いて 5 ×105 cells/ml の濃度に再懸濁した。6
穴プレートに 3ml の CS-C Complete Medium を添加後、セルカルチャーインサートを装着し、
細胞懸濁液 2ml をセルカルチャーインサート内に添加した（1×106 cells/well）。その後室温で
30 分静置し、37℃、CO2濃度 5%、湿度 100%の条件下にて培養を行い Millicell-ERS（Millipore, 
U.S.A., MA）を用い、1 日ごとの経皮内電気抵抗を測定した。Tewes らは月齢６ヵ月の豚の脳よ
り分離した微小血管内皮細胞の最大経皮内電気抵抗値の平均は120 Ω·cm2と報告している(Tewes 
B et al., 1997)。よって本章では経皮内電気抵抗値が 120Ω·cm2を超えるものを in vitro 血液脳関
門実験モデルとして、鉛化合物曝露における経皮内電気抵抗測定実験に使用した。図 2-3 に in 
vitro 血液脳関門モデルの概要図、図 2-4 に経皮内電気抵抗測定の概略図を示す。 
 
 
図 2-3. in vitro 血液脳関門実験モデル 
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図 2-4. Millicell-ERS を用いた経皮内電気抵抗測定の概略図 
 
2.4.5 鉛化合物曝露における経皮内電気抵抗測定実験 
 初めに作成した in vitro 血液脳関門モデルのウェル側、セルカルチャーインサート側の培地を
すべて取り除き、新しい培地をモデル作成と同条件の要領で添加した。その後、セルカルチャー
インサート内の培地に各濃度に調整した鉛化合物水溶液 2μl をそれぞれ添加し、37℃、CO2濃度







Rblank = A [Ω] …（2-2） 
(2)細胞層を形成したサンプル抵抗値を測定しサンプル抵抗値とする。 
Rsample = B [Ω] …（2-3） 
(3)サンプル抵抗値(3)からブランク抵抗値(2)を引き算し、細胞層抵抗値を求める。 
Rsample － Rblank  =  Rcell monolayer 
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B [Ω]  －  A [Ω]  =    C [Ω]   …（2-4） 
(4)メンブレン全体の抵抗値を求めるため式(2-4)で得られた値（C [Ω]）にメンブレンの有効面積
をかけ、セルカルチャーインサート全体での経皮内電気抵抗値 D [Ω·cm2]を計算した。本実験に
使用した 6 穴プレート用 Cell Culture Insert（Becton Dickinson, NJ, U.S.A.）のメンブレン有
効面積は S = 4.2cm2である。 
Rcell monolayer × S [cm2] = C [Ω] × 4.2cm2 = D [Ω·cm2] …（2-5） 
 
2.4.7 ICP-MS を用いた in vitro 血液脳関門実験モデルでの鉛透過量の測定 
2.4.4 で作成した in vitro 血液脳関門実験モデルのインサート内に各濃度に調整した酢酸鉛(II)
三水和物水溶液 2μl を添加した。その後 6 日間、1 日ごとに 6 穴プレートのウェル側培地を 0.5ml
採取し、超純水で 10 倍に希釈した後、0.45μm のフィルター（アドバンテック東洋株式会社、東
京）を用いて濾過し、これを鉛の定量用サンプルとした。 
 鉛の定量には、ICP-MS 分析装置 HEWLETT PACKARD 4500 SERIES を用いた。定量方法
には、絶対検量線法とインジウムを内標準物質とした内標準法を併用した。 
 
2.4.8 in vitro 血液脳関門実験モデルにおける鉛透過速度の計算 
 in vitro 血液脳関門実験モデルを透過する鉛の定量分析実験で得られた結果及び検量線から
ICP-MS のカウント値に対する鉛濃度を求め、経過日数に対する鉛透過量のグラフをそれぞれ描
いた。そのグラフから鉛濃度が定常状態になる日数を求め、その日数における初期鉛濃度と鉛透
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2.5 実験結果 
2.5.1 in vitro 血液脳関門実験モデルにおける経皮内電気抵抗値増殖曲線 
 in vitro 血液脳関門実験モデル作成時における経皮内電気抵抗値の増殖曲線を図 2-5 に示す。 
 
図 2-5. in vitro 血液脳関門実験モデルにおける経皮内電気抵抗値増殖曲線  
 in vitro 血液脳関門実験モデルにおける経皮内電気抵抗値はモデル作成時 20 Ω·cm2であり、そ
の後、1日後は 81.9 Ω·cm2、2日後は 114.50 Ω·cm2、3日後は 135.5 Ω·cm2、4日後には 149.10 Ω·cm2
に到達した。その後、5 日後は 148.10 Ω·cm2、6 日後は 129.20 Ω·cm2を示した。モデル作成時か
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鉛化合物曝露による豚脳微小血管内皮細胞生存率試験結果を図 2-6 に示す。それぞれの鉛化合
物、濃度 10nM から 100μM においてコントロールと比較した豚脳微小血管内皮細胞への生存率
は、酢酸鉛(II)三水和物で 95.5%から 129.0%、硝酸鉛(II)で 93.8%から 124.5%、塩化鉛(II)で 99.6%
から 130.2%となり、鉛化合物濃度に対する生存率低下への変化は見られなかった。 
 
2.5.3 in vitro 血液脳関門実験モデルを用いた鉛化合物曝露における経皮内電気抵抗測定実験結
果 
in vitro 血液脳関門実験モデルを用いた鉛曝露における経皮内電気抵抗測定実験で得られた結
果を図 2-7～図 2-9 にそれぞれ示す。 
 
 
図 2-7. 酢酸鉛(II)三水和物曝露における経皮内電気抵抗値 
 
図 2-7 に示されるように酢酸鉛(II)三水和物曝露においてコントロールの経皮内電気抵抗値は
実験開始時 137.6Ω·cm2を示し、6 時間後 115.5 Ω·cm2を示した。酢酸鉛(II)三水和物濃度 10μM
の曝露において経皮内電気抵抗値は 135.5 Ω·cm2から、6 時間後 25.2Ω·cm2へと低下した。それ
ぞれ実験開始時と比較し低下割合を求めると、コントロールで 83.9%、酢酸鉛(II)三水和物 10μM
で 18.6%となった。また、酢酸鉛(II)三水和物 0.5μM、1μM、5μM ではそれぞれ実験開始時 134.4 
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図 2-8. 硝酸鉛(II)曝露における経皮内電気抵抗値 
 
 図 2-8 に示されるように硝酸鉛(II)曝露においてコントロールの経皮内電気抵抗値は実験開始
時 138.6Ω·cm2から 6 時間後 116.6Ω·cm2に低下し、その減尐割合は 84.1%であった。硝酸鉛 10μM
の曝露においては、実験開始時 130.2Ω·cm2から 6 時間後、33.6Ω·cm2に低下し、その減尐割合
は 25.8%となった。硝酸鉛(II)0.5μM、1μM、5μM それぞれの曝露においては、経皮内電気抵抗





図 2-9. 塩化鉛(II)曝露における経皮内電気抵抗値 
 
 図 2-9 に示されるように塩化鉛(II)曝露においてコントロールの経皮内電気抵抗値は実験開始
時 136.5Ω·cm2から 6 時間後 112.4Ω·cm2に低下した。また、塩化鉛(II)10μM の曝露において経
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皮内電気抵抗値は実験開始時の 134.4Ω·cm2から 6 時間後 38.9Ω·cm2に低下した。それぞれの低
下割合は、コントロールで 82.3%、塩化鉛(II)10μM で 28.9%であった。塩化鉛(II)0.5μM、1μM、
5μM それぞれの曝露における、経皮内電気抵抗値は実験開始時それぞれ 134.4Ω·cm2、134.4Ω·cm2、
132.3 Ω·cm2から 6 時間後、83.0Ω·cm2、65.1Ω·cm2、52.5Ω·cm2に低下した。それぞれの実験開
始時の抵抗値に対する低下割合は 61.8%、48.4%、39.7%となった。 
 
2.5.4  in vitro 血液脳関門実験モデルにおける鉛透過速度測定実験結果 
ICP-MSを用いた in vitro血液脳関門実験モデルでの鉛透過量測定結果を図 2-10, 2-11に示す。 
 
 
図 2-10. 酢酸鉛(II)三水和物 1μM 曝露における鉛透過量の経時変化 
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図 2-11. 酢酸鉛(II)三水和物 10μM 曝露における鉛透過量の経時変化 
酢酸鉛(II)三水和物10μM曝露において in vitro血液脳関門実験モデルのメンブレン上に形成し
た微小血管内皮細胞層を透過した鉛量は図 2-11 から日数によって増加を示したが、4 日目を境に
定常状態になった。 
以上の結果から、4 日目における酢酸鉛(II)三水和物濃度に対する鉛透過量を求め 1 日当たりの
鉛透過量に直したグラフを、図 2-12 に示す。 
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図 2-12 から線形近似を行い、その近似式は y = 9E-12x となった。この近似式の傾きから鉛透
過速度係数は 9x10-12 [g /day]となった。 
 
2.6 考察 
 血液脳関門は脊椎動物の脳微小血管を形成する内皮細胞の位置で存在している(Kandel et al., 





1000Ω·cm2を超えるものとなる(Crone et al., 1984)。本実験で用いた豚脳微小血管内皮細胞にお
ける in vitro 血液脳関門実験モデルはそれぞれ 130 Ω·cm2を超えるものとなり初代培養細胞を用
いて計測された経皮内電気抵抗値の平均値 120 Ω·cm2を十分超えるものとなった。よって、本実
験で用いた in vitro 血液脳関門実験モデルは十分使用できるものであるということが確認された。 
また、図 2-4 に示されるモデルにおける経皮内電気抵抗値の推移において 4 日目、5 日目におい
てその値がピークを迎えたが 6 日目において値が減尐に転じた。経皮内電気抵抗値に影響を与え
る要素としてカルシウムイオン(Ca2+)が報告されている(Hein et al., 1992, Erben et al., 1995, 






法 が あ る 。 こ の 方 法 は テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 化 合 物 で あ る MTT
（3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide）を使用し、MTT が脱水
素酵素の基質となる性質を利用している。MTT は細胞膜を透過後、ミトコンドリア内脱水素酵
素によって青色の色素（ホルマザン: formazan）に還元され、生成したホルマザン量は生細胞数
に対応する。本章で生存率試験に用いた Cell Counting Kit-8 は生細胞数を測定する方法として








 図 2-6 から図 2-8 に示されるように酢酸鉛(II)三水和物、硝酸鉛(II)、塩化鉛(II)それぞれの鉛化
合物において時間、濃度依存的に経皮内電気抵抗値が減尐することが示された。細胞単層の経皮
内電気抵抗値とメンブレン上に形成される細胞単層内に存在するタイトジャンクションの数には







実験で使用した CSC-Complete Medium の無機化合物組成を示す。CSC-Complete Medium は
DMEM 培地と F-12 培地を 1：1 で混合させたものである。 
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 本実験における鉛の最大濃度は 10mM である。また、一番大きい分子量を持つ、酢酸鉛(II)三
水和物の分子量は 379.33 である。以上のことから酢酸鉛(II)三水和物の添加量は 3.7933 mg/L と
なる。これは培地に含まれる塩化ナトリウム(NaCl)量と比較して 1/1000 以下である。よって、
鉛化合物が添加されたことによるイオン濃度への影響はほとんどないと考えることができる。 
 また、それぞれの鉛化合物曝露濃度 10mM における経皮内電気抵抗値を比較した図を 
図 2-13 に示す。 
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のことは in vitro 血液脳関門実験モデルにおいて、インサート側の鉛濃度に無関係に一定の割合で
ウェル側に鉛が透過することを示している。よって、脳の血管から脳への鉛の移行を交流する際、
その分配係数は一定であることが示唆された。
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第 3 章 鉛化合物曝露における神経細胞への毒性作用の検討 
3.1 はじめに 











る(Markovac et al.., 1988, Jadhav et al., 2000)。Markovac らは重金属におけるプロテインキナ
ーゼ C 活性を測定し、鉛が活性を上昇させるとともに、ピコモルの鉛濃度におけるプロテインキ
ナーゼ C 活性がマイクロモル濃度におけるカルシウムの活性と同様であったことを示した
(Markovac et al., 1988)。プロテインキナーゼ C はカルシウムやリン脂質によって活性化される
酵素で、細胞増殖や細胞分化、リン酸化の調節を行うといった機能を持つタンパク質であり
(Nishizuka, 1986)細胞間情報伝達にかかわっているとされている(Takai et al., 1979)。 
 また、鉛曝露の影響として神経細胞接着分子への影響がある。神経発生の過程において神経細
胞接着分子は必要とされており、中枢神経系の構造形成に重要な役割を果たしていると考えられ
ている(Edelman, 1986, Hoffman et al., 1983)。細胞接着分子のシアリル化状態を測定すること
で細胞間相互作用の状態を定性することができる(Hoffman et al., 1983, McCoy et al., 1985, 
Breen et al., 1987)。Breen らは Wistar ラットに塩化鉛を曝露し、神経細胞接着分子のシアリル
トランスフェラーゼ活性を測定した結果、低濃度長期曝露の条件下で、シアリルトランスフェラ
ーゼ活性が増加したことを示し、神経細胞接着分子の機能が鉛によって乱されると報告した。
(Breen et al., 1988) 
このように鉛による神経影響の作用機構としてはさまざまのものが報告されているものの、中
枢神経系における鉛の作用機構として定義づけられる完全な説明はいまだなされていない
(Toscano et al., 2005)。重金属や化学物質の健康リスク評価を行うに当たり、その物質が影響を
およぼす標的臓器、組織に対する容量反応関係を持つ毒性データが必要である。本研究では鉛の
神経影響について着目しているため鉛の神経毒性を明らかにする必要がある。重金属や化学物質



























いる(F.H. マティーニら, 2003, 馬場, 2001, ゴードン M. シェパード, 1990, 境章, 2000, 佐野
ら, 2005)。 
 
3.3 ラット由来のグリア細胞 C6 細胞および神経細胞 PC12 細胞、ヒト由来グリア細胞 
CCF-STTG1 および神経細胞 NT2/D1 細胞への鉛化合物毒性実験 
3.3.1 細胞 
 本実験で使用するラット由来グリア細胞の株化細胞である C6、ヒト由来グリア細胞
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CCF-STTG1、ヒト由来神経細胞 NT2/D1 は大日本住友製薬株式会社より購入した。また、ラッ
ト由来神経細胞の株化細胞である PC12 は American Type Culture Collection（ATCC）より購
入した。PC12 細胞は Falcon BIOCOAT Poly D-Lysine 100mm dish を用いて培養を行った。C6
細胞は 2.5% fetal bovine serum（FBS）、15% horse serum を含む Ham’s F-10 培地、PC12 細
胞は 5% FBS、10% horse serum を含む RPMI1640 培地、CCF-STTG1 細胞は 10% FBS、を含
む RPMI1640 培地、NT2/D1 細胞は 10% FBS を含む Doulbecco's modified Eagle's Medium 培
地（DMEM）を使用し 37℃、CO2濃度 5%、湿度 100%の条件下で培養を行った。 
 Falcon BIOCOAT Poly D-Lysine 100mm dish、発光測定用 96 穴プレートおよび発光測定用
Poly D-Lysineコーティング96穴プレートは日本ベクトンディッキンソン株式会社より購入した。






るように調整し（塩化鉛(II)は 3mM まで）、生存率試験に使用した。Ham’s F-10 培地、RPMI1640
培地および horse serum は Invitrogen 株式会社、FBS は MP Biomedicals 社より購入した。
Trypsin-EDTA はナカライテスク株式会社より、PBS タブレットはタカラバイオ株式会社より購
入した。生存率試験に用いる Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay は Promega 社
より購入し、CellTiter-Glo™ Buffer を CellTiter-Glo™ Substrate に混合調整し、CellTiter-Glo™ 
Reagent として実験に使用した。 
 
3.3.3 鉛化合物曝露によるラット由来グリア細胞 C6、神経細胞 PC12 およびヒト由来グリア細胞 
CCF-STTG1、神経細胞 NT2/D1 細胞の生存率試験 
 C6 細胞、CCF-STTG1 細胞、NT2/D1 細胞は 75cm2培養フラスコを用いそれぞれの培地でコ
ンフルエントになるまで培養した。その後、トリプシンを用いて細胞をフラスコ底面より剥離し
た。185×g、10 分間の遠心分離にて細胞を回収後、それぞれの培地を用いて 2 ×105 cell/ml の
濃度に再懸濁した。PC12 細胞は Falcon BIOCOAT Poly D-Lysine 100mm dish を用い
RPMI1640 培地で培養を行った。コンフルエントに達した細胞をピペット先端でディッシュ底面
より静かにかきとり、185×g、10 分間の遠心分離を行って細胞を回収した。回収した細胞は
RPMI1640 培地で 2 ×105 cell/ml の濃度に調整した。 
 濃度調整をしたそれぞれの細胞懸濁液は発光測定用 96 穴プレートに 100μl（2 × 105 
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cells/well）ずつ分注し、37℃、CO2濃度 5%、湿度 100%の条件下で 24 時間の前培養を行った。
その後、各濃度の鉛化合物 10μl を各ウェル内の培地に添加し、37℃、CO2濃度 5%、湿度 100%
の条件下で 48 時間の曝露処理を行った。 
 曝露処理後、96 穴プレートを 30 分間室温にて静置し、CellTiter-Glo™ Reagent 100μl を添加





                  
              
               
       (3-1) 







3-1 から図 3-4 に示す。 
 
 
図 3-1. 鉛化合物曝露に対するラット由来グリア細胞 C6 の生存率 
 
ラット由来グリア細胞 C6 の鉛化合物に対する生存率は 1mM までの濃度においてどの鉛化合
物に対しても 80%以上の生存率を示した。3mM の濃度においては塩化鉛(II)において 97.5%の生
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存率を示したものの、酢酸鉛(II)三水和物では 71.8%、硝酸鉛(II)では 54.6%の生存率を示した。
酢酸鉛(II)三水和物、硝酸鉛(II)10mM における生存率はそれぞれ 2.9%、4.7%であった。 
 
 
図 3-2. 鉛化合物曝露に対するラット由来神経細胞 PC12 の生存率 
 
ラット由来神経細胞 PC12 の鉛化合物に対する生存率は 0.1mM までの濃度においてどの鉛化
合物に対しても変化は見られなかった。3mM の濃度においての生存率はそれぞれの鉛化合物に
おいて、酢酸鉛(II)三水和物では 37.1%、硝酸鉛(II)では 47.9%、塩化鉛(II)では 52.9%に低下し
た。酢酸鉛(II)三水和物、硝酸鉛(II)10mM における生存率はそれぞれ 8.8%、8.2%であった。 
 
 














物において 30%以下に低下した。鉛化合物濃度 3mM における生存率は酢酸鉛(II)三水和物で
0.6%、硝酸鉛(II) で 0.8%、塩化鉛(II)で 0.6%であった。 
 
また、鉛化合物における各種細胞の生存率を図 3-5 から図 3-7 に示す。 
 
図 3-5. 酢酸鉛(II)三水和物曝露に対するラット由来グリア細胞 C6、神経細胞 PC12、 
ヒト由来グリア細胞 CCF-STTG1、神経細胞 NT2/D1 の生存率 
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 酢酸鉛(II)三水和物に対するそれぞれの細胞の生存率は 0.1mM まではすべての細胞で 80%以
上の生存率を示した。1mM においては C6 細胞、CCF-STTG1 細胞では 80%以上の生存率を示
したが、PC12 細胞において 75.4%、NT2/D1 細胞においては 26.2%に生存率が低下した。3mM
においては C6 細胞、CCF-STTG1 細胞では 71.8%、74.1%の生存率を示したが、PC12 細胞では




図 3-6. 硝酸鉛(II)に対するラット由来グリア細胞 C6、神経細胞 PC12、 
ヒト由来グリア細胞 CCF-STTG1、神経細胞 NT2/D1 の生存率 
 
 それぞれの細胞の硝酸鉛(II)曝露に対する生存率は 0.1mM まではすべての細胞において 80%
以上の生存率を示した。1mM においては C6 細胞では 88.6%、CCF-STTG1 細胞では 102.9%と
80%以上の生存率を示したが、PC12 細胞では 71.6%、NT2/D1 では 16.3%に生存率が低下した。
3mM においては C6 細胞で 54.6%、PC12 細胞で 47.9%、CCF-STTG1 細胞で 70.1%、NT2/D1
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図 3-7. 塩化鉛(II)曝露に対するラット由来グリア細胞 C6、神経細胞 PC12、 
ヒト由来グリア細胞 CCF-STTG1、神経細胞 NT2/D1 の生存率 
 
塩化鉛(II)の曝露に対する生存率は 0.01mM まではすべての細胞において 90%以上の生存率を
示した。0.1mM においては C6 細胞、PC12 細胞、CCF-STTG1 細胞それぞれにおいて 90%以上
の生存率を示したが、NT2/D1 細胞においては生存率が 70.8%に低下した。1mM においては C6
細胞、PC12 細胞では 90%以上の生存率を示したが、PC12 細胞では 67.9%、NT2/D1 細胞では
13.4%に生存率が低下した。3mM の曝露においては C6 細胞では 90%以上の生存率を示したが、




 CellTiter-GloTM Luminescent Cell Viability Assay Kit はルシフェラーゼ反応を用いた生細胞
数測定キットである。発光を行うルシフェリン－ルシフェラーゼ反応に必要な要素に ATP を用い、





鉛(II)、塩化鉛(II)を曝露した結果（図 3-1～図 3-4）、ラット由来グリア細胞 C6 に対する塩化鉛(II)
曝露においては 3mM の濃度で鉛化合物に対する生存率に差が見られたもののその他の細胞にお
いては曝露した鉛化合物の種類にかかわらずほぼ同様の生存率の低下傾向を示した。Bonacker
らはハムスターの肺線維芽細胞である V’79 細胞に対して酢酸鉛(II)、塩化鉛(II)を 0.1μM から
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1000μM の範囲で 18 時間曝露し、ニュートラルレッド取り込み法を用いて生存率を測定したとこ
ろ、それぞれの生存率曲線には差がないことを示している(Bonacker et al., 2005)。鉛化合物は水
溶液中でイオンの状態で分かれるが酢酸鉛(II)は塩化鉛(II)、硝酸鉛(II)と比較して溶けやすいため、
体内に吸収されやすいといわれている(Apostoli et al., 2000)。また、塩化鉛(II)が水溶液中で Pb2+
と Cl-の形で存在しているのに対し、酢酸鉛(II)は水溶液中で[Pb2(CH3COO)2]2+や




 同一の鉛化合物を各種細胞に曝露したグラフ（図 4-5～図 4-7）からグリア細胞と神経細胞の生
存率を比較すると、濃度 10μM までの生存率はすべての細胞において 80%以上を示し、生存率に
おいて差は見られなかったが 100μMにおいて塩化鉛(II)ではヒト由来神経細胞NT2/D1の生存率




示唆された。Emi らは Sprague-Dawley ラットの中脳より分離、培養した神経細胞とグリア細胞
に活性酸素の一つである過酸化水素と神経毒性物質である 6-ヒドロキシドーパミンを曝露した
結果、グリア細胞よりも神経細胞において生存率が低下していることを報告している(Emi et al., 
1997)。これは、神経細胞とグリア細胞でフリーラジカル除去の能力に差があることが言われて
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細胞である C6 の方がヒト由来グリア細胞生存率 CCF-STTG1 よりも生存率が低く、塩化鉛
(II)3mM ではヒト由来グリア細胞 CCF-STTG1 の生存率の方がラット由来グリア細胞 C6 の生存
率よりも低くなり、グリア細胞においてはそれぞれの鉛化合物で異なる感受性の差が見られた。 
 本章での実験結果から鉛に対する感受性が一番高かったヒト神経細胞NT2/D1における細胞死
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第 4 章 鉛の神経影響を考慮したヒト健康リスク評価 
4.1 はじめに 









4.2 PBPK モデルについて 
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図 4-1. PK モデルの構築（Andersen, 2003） 
 
 この問題点を改善するために PK モデルを下地として、生理学的薬動力学モデル
(Physiologically Based PharmacoKinetic Model : PBPK モデル)が開発された。PBPK モデルで
は各コンパートメントは個々の臓器、もしくはひとまとまりにしても不都合がない臓器のグルー
プによって構成され、血流速度、化学物質の代謝経路といったものでそれぞれがつながれている







PBPK モデルはさまざまな化学物質のリスクアセスメントに使用されており(Andersen et al., 
1987, Clewell et al., 1987, Gerlowski et al., 1983, Himmelstein et al., 1979, Leung, 1991, 
National Research Council, 1986)、为に、化学物質の移行経路、服用量、投与回数などを考慮し、
標的臓器への分布蓄積を計算することで、その潜在的な濃度を予測できるとされている(Clewell 
et al., 1985)。また、化学物質の動物実験データに基づき、ヒトに対する外挿を行い、ヒトへの曝
露濃度の安全値を求めるリスクアセスメントも行われるようになった(Andersen et al., 1994)。図
4-2 に PBPK モデル構築の流れ、図 4-3 に Krishnan らによって示された PBPK モデルの一般的
な概念図を示す。 
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図 4-2. PBPK モデルの構築（Andersen, 2003） 
 
図 4-3. 化学物質曝露に対する PBPK モデルの概念図(Krishnan et al., 1994) 
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4.3 鉛における PBPK モデル 
 PBPK モデルはさまざまな化学物質、重金属に対して適応され、鉛に対してもモデルが提唱、
改良されてきた。 
初期に提唱された鉛に対する PBPK モデルの一つに Rabinowitz らが提唱したモデルがある
(Rabinowitz et.al., 1976)。その後、Marcus らは Rabinowiz らのデータを用いて再分析を行い、
複数のコンパートメントで形成される動態モデルを提唱した(Marcus, 1985a, 1985b, 1985c)。 
 O’Flaherty は鉛の PBPK モデルに関する研究、開発を行い、図 4-4 の PBPK モデルを示した
(O'Flaherty, 1991a, 1991b, 1991c, 1993, 1995)。 
 
図 4-4. O’Flaherty による鉛の PBPK モデル(O'Flaherty, 1991c, 1993, 1995) 
 




O’Flaherty モデルを元に、鉛に関する PBPK モデルを再構築した。O’Flaherty モデルでは鉛の
骨蓄積性に着目し、骨中での鉛の動態を詳細に解析するために骨のコンパートメントを皮質骨、
骨梁へと分けていたが鉛の体内動態を求める場合においてコンパートメントを分ける必要がない




図 4-5. 日高らによる鉛の PBPK,モデル（日高, 1999） 
 










肝臓：   
    
  
                                            (4－1) 
腎臓：   
    
  
                                  (4－2) 
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良浸透臓器群：   
    
  
                     (4－3) 
貧浸透臓器群：   
    
  
                       (4－4) 
骨：   
    
  
                       (4－5) 
脳：   
    
  
                       (4－6) 
        
  
  
        (4－7) 
                                 
    
             
     (4－8) 
     
 
 
                                                                      
         (4－9) 
     
                    
 
       (4－10) 
 
Vi：臓器・組織 i の体積[L] 
Qi：臓器・組織 i へ流入する血液流量[L/day] 
Ci：臓器・組織 i 中鉛濃度[mg/L] 
Cart：動脈血中鉛濃度[mg/L] 
Cven, i：臓器・組織 i から流出する静脈血中鉛濃度[mg/L] 
Cpven, i：組織 i から流出する静脈血の血漿中鉛濃度[mg/L] 
Pi：組織 i と血漿間の鉛分配率[-] 
BIND, KBIND：血液中鉛と血漿中鉛の存在量に関する定数[mg/L] 
AGI, ALU：消化器官、肺からの鉛吸収率[-] 
KEi：臓器・組織 i におけるクリアランス速度定数[L/day] 
 
図 4-6. 本研究で用いる鉛における PBPK モデルおよび基礎方程式 
 
表 4-1. 本研究で用いる PBPK モデルにおける基礎パラメータ 
パラメータ 記号 値 単位 
体重 BW （条件によって変更） kg 
臓器・組織の体積 
肝臓* VLI 0.04xBW0.85 L 
腎臓* VKI 0.0085xBW0.84 L 
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良浸透臓器・組織群* VRA 0.10xBW0.85-VLI-VKI-VBR L 
貧浸透臓器・組織群* VSL BW-VLI-VKI-VRA-VBO L 
骨* VBO 0.039xBW1.02 L 
脳** VBR 0.02xBW L 
血流量 
総血液量* Q 340xBW0.74 L/day 
肺胞換気量* QA 1.01xQ L/day 
総血流量に占める割合 
肝臓* QLI 0.25 - 
腎臓* QKI 0.17 - 
良浸透臓器・組織群* QRA 0.32 - 
貧浸透臓器・組織群* QSL 0.09 - 
骨* QBO 0.05 - 
脳** QBR 0.12 - 
臓器・組織-血漿間分配係数 
肝臓/血漿* PLI 100 - 
腎臓/血漿* PKI 100 - 
良浸透臓器・組織群/血漿* PRA 100 - 
貧浸透臓器・組織群/血漿* PSL 20 - 
骨/血漿* PBO 1000 - 
脳/血漿*** PBR 100 - 
クリアランス速度係数 
肝臓からのクリアランス**** KELI 0.2 1/day 
腎臓からのクリアランス**** KEKI 0.47 1/day 
吸収率 
腸管からの吸収* AGI 0.11 - 
呼吸器からの吸収* ALU 0.5 - 
血液内での分配 
BIND* BIND 2.7 mg/L 
KBIND* KBIND 0.0075 mg/L 
* O'Flaherty, 1993 
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**Brown et. al., 1997 
***易浸透臓器・組織群と同様に暫定的に決定 
 ****日高, 1999 
 
4.5 再構築したヒト健康リスク評価モデルによる健康リスク評価シミュレーション 
4.5.1 脳コンパートメントモデルを追加した PBPK モデルの検証 
 日高が構築した PBPK モデルに脳のコンパートメントを追加した新たなモデルを用いて
Rabinowitz ら(Rabinowitz et.al., 1976)の研究データをもとに行ったシミュレーション結果と実
測値との比較を、図 4-7~4-10 に示す。Rabinowitz らのトレーサー実験で行われた各被験体の実
験データは表 4-3 のとおりである。 
 
表 4-3. Rabinowitz らのトレーサー実験条件 
 
A B C D 
年齢[歳] 53 49 25 26 
体重[kg] 70 89 58 84 
曝露量[mg/日] 204 185 105 99 
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図 4-7. 対象 A のシミュレーション結果 
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図 4-9. 対象 C のシミュレーション結果 
 
 
図 4-10. 対象 D のシミュレーション結果 
 

















































に対し 0.1、10、1000 とそれぞれ変化させたときの静脈血の 1年間（365 日間）の鉛濃度の
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れぞれの鉛濃度の測定を行った。表 4-4 に血中鉛濃度と脳中鉛濃度の結果の表を示す。 
 
表 4-4. ラットに対する鉛の慢性毒性実験における各臓器濃度 
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1986 年 FAO/WHO 合同食品添加物専門家委員会は乳児と幼児に対する鉛の暫定週間耐容摂




の代表値 64.0kg(化学物質リスク管理研究センター, 2007)を用いた。その結果を図 4-14 に示す。 
 




のときの脳中鉛濃度をモル濃度で表わすと 1.4ｘ10－7[M]と示される。第 3 章においてヒト神経細
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一日経口摂取量をシミュレーションにより求めた。その結果を図 4-15 に示す。 
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4.6.1、4.6.2 での亜慢性での曝露よりも急性曝露の影響も考えられる。よって、1 日のみ鉛を摂
取したと仮定し、その時の脳中鉛濃度が 48 時間以上にわたって 1x10-6[M]（≒20.7mg/dL）を超
えるときの摂取量をシミュレーションによって求める。図 4-16 にその結果を示す。 
 
図 4-16. 鉛の急性毒性シミュレーション結果 
 











 本研究においてヒトに対する鉛の PBPK モデルを構築し、様々なシミュレーションを行った。
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Appendix 1 




Option Base 1 
Sub PBPK1() 
 
' Hidaka-type of PBPK model for Pb [Programmed 2007.07.09] 
' Add Brain Compartment and check by Shusuke Tani[Revised 2010.12.15] 
' For model caliburation with Human experiment data 
' Modified for incorporating the brain compartment 
' Modified for considering the growth with age 
 
' ************************************* 
' ***   Declaration of Parameters   *** 
' ************************************* 
' Parameter for roop calculation control 
    Dim i As Long, j As Integer, k As Integer, m As Integer 
    Dim Cinh As Double, Oral As Double, CAL As Double 
     
' Parameters for controlling results output 
    Dim ic As Long, iic As Long 
    ic = 0 
    iic = 0 
 
' Tend: Period for simulation [day] 
' DT: Time increment for simulation [day] 
' Tstep: Number of time step for simulating a day [1/day] 
' Age: Age parameter for simulation [day] 
' Yage: Age parameter for simulation [year] 
    Dim Tend As Long, DT As Double, Tstep As Long, Age As Double 
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    Dim Yage As Integer, Tage As Integer, Iyear As Integer 
    Tstep = 10000 
    DT = 1 / Tstep 
    Tend = Tstep * 365 
      
' Suffix for identifying each organ/tissue 
' 1: Liver 
' 2: Kidney 
' 3: Rapidly perfused organ/tissue 
' 4: Slowly perfused organ/tissue 
' 5: Bone 
' 6: Brain 
' 7: Venous blood 
' 8: Arterial blood 
 
' YY(): Lead concentration at t=t+dt in each organ/tissue [mg/L] 
' BYY(): Lead concentration at t=t in each organ/tissue [mg/L] 
' FF(): Time derivative of YY at t=t 
' CPv(): Lead concentration in venous blood plasma of each organ/tissue [mg/L] 
' Cv(): Lead concentration in venous blood of each organ/tissue [mg/L] 
 
    Dim YY(8) As Double, BYY(8) As Double, FF(6) As Double 
    Dim CPv(6) As Double, Cv(6) As Double 
     
' Setting blood flow rate 
 
' BW: Body weight [kg] 
' Q: Cardiac output [ L/day] 
' Qa: Alveolar ventilation [L/day] 
' qq(): Blood flow into the tissue/organ [ L/day] 
' V(): Volume of organ/tissue [ L] 
' P(): Partition coefficient of lead between blood plasma and organ/tissue [ - ] 
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    Dim BW As Double, Q As Double, Qa As Double 
    Dim qq(6) As Double, V(6) As Double, P(6) As Double 
 
' Setting partition coefficient 
    P(1) = 100 
    P(2) = 100 
    P(3) = 100 
    P(4) = 20 
    P(5) = 1000 
    P(6) = 50 
 
' Setting absorption rate of lead 
' AGI: Absorption coefficient for dietary (oral) intake [ - ] 
' ALU: Absorption coefficient for respiratory (lung) intake [ - ] 
    Dim AGI As Double, ALU As Double 
    AGI = 0.11 
    ALU = 0.5 
   
' Setting partioning coefficient 
' BIND: Partition constants of lead between blood and blood plasma [mg/L] 
' KBIND: Partition constants of lead between blood and blood plasma [mg/L] 
    Dim BIND As Double, KBIND As Double 
    BIND = 2.7 
    KBIND = 0.0075 
   
' Setting elimination constants 
' KELI: Lead clearance rate coefficient from liver [1/day] 
' KEKI: Lead clearance rate coefficient from kidney [1/day] 
    Dim KELI As Double, KEKI As Double 
    KELI = 0.2 
    KEKI = 0.47 
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' Simulatio for Subject C 
    BW = 64 
 
' ***************************** 
' ***  Start of simulation  *** 
' ***************************** 
' Setting initial conditions 
   For k = 1 To 8 
     BYY(k) = 0 
   Next k 
 
 
For i = 1 To Tend 
    Age = i * DT 
    Yage = Int(Age / 365) 
    ic = ic + 1 
 
' Setting organ/tissue volume 
' V( ): Volume of tissue/organ depending on age 
' For liver 
    V(1) = 0.04 * BW ^ 0.85 
' For kidney 
    V(2) = 0.0085 * BW ^ 0.84 
' For Brain 
    V(6) = 2 * BW / 100 
' For rapidly-perfused organ/tissue 
    V(3) = 0.1 * BW ^ 0.85 - V(1) - V(2) - V(6) 
' For bone 
    V(5) = 0.002 * 0.039 * BW ^ 1.02 
' For slowly-perfused organ/tissue 
    V(4) = BW - V(1) - V(2) - V(3) - V(5) - V(6) 
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' Setting blood flow rate [L/day] depending on age through Body weight 
    Q = 340 * BW ^ 0.74 
    Qa = 1.01 * Q 
    qq(1) = 0.25 * Q 
    qq(2) = 0.17 * Q 
    qq(3) = 0.32 * Q 
    qq(4) = 0.09 * Q 
    qq(5) = 0.05 * Q 
    qq(6) = 0.12 * Q 
 
' Setting lead intake rate 
' Through inhalation: Cinh ([mg/L]) 
'       1,000,000 is unit conversion factor of micro-g/m3 to mg/L 
'       Resp data is given in micro-g/m3 unit 
    Cinh = 0 
 
' Through Dietary exposure: Oral([mg/day]) 
    If (Age < 83) Then 
      Oral = 0.105 
    Else 
      Oral = 0 
    End If 
 
' Calculation of each time-derivative 
    For m = 1 To 6 
      CPv(m) = BYY(m) / P(m) 
      Cv(m) = 0.55 * CPv(m) + 0.45 * CPv(m) * (1 + BIND / (KBIND + CPv(m))) 
    Next m 
 
     FF(1) = (qq(1) / V(1)) * (BYY(8) - Cv(1)) + AGI * Oral / V(1) - KELI * BYY(1) 
     FF(2) = (qq(2) / V(2)) * (BYY(8) - Cv(2)) - KEKI * BYY(2) 
   For j = 3 To 6 
~ 73 ~ 
 
     FF(j) = (qq(j) / V(j)) * (BYY(8) - Cv(j)) 
   Next j 
            
' Calculation of lead concentration 
   For j = 1 To 6 
     YY(j) = BYY(j) + FF(j) * DT 
   Next j 
    
   For m = 1 To 6 
     CPv(m) = YY(m) / P(m) 
     Cv(m) = 0.55 * CPv(m) + 0.45 * CPv(m) * (1 + BIND / (KBIND + CPv(m))) 
   Next m 
 
   YY(7) = 0 
   For j = 1 To 6 
     YY(7) = YY(7) + (qq(j) * Cv(j)) / Q 
   Next j 
   YY(8) = (Q * YY(7) + ALU * Qa * Cinh) / Q 
 
' Converting the calculated concentration to next initial value 
   For j = 1 To 8 
     BYY(j) = YY(j) 
   Next j 
   
' Preparation for printing out 
   If (ic = Tstep) Then 
    
      ic = 0 
      iic = iic + 1 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 1) = Age 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 2) = YY(1) 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 3) = YY(2) 
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      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 4) = YY(3) 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 5) = YY(4) 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 6) = YY(5) 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 7) = YY(6) 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 8) = YY(7) 
      Worksheets("Subject-A").Cells(iic + 1, 9) = YY(8) 
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で71.8％、神経細胞PC12で37.1%、ヒト由来グリア細胞CCF-STTG1で74.1%、神経細胞NT2/D1
で 0.6%を示した。硝酸鉛(II)3mM においての生存率はラット由来グリア細胞 C6 で 54.6％、神
経細胞 PC12 で 47.9%、ヒト由来グリア細胞 CCF-STTG1 で 70.1%、神経細胞 NT2/D1 で 0.8%
を示した。塩化鉛(II)3mM の曝露においての生存率はラット由来グリア細胞 C6 で 97.5％、神経























は第 3 章で求めたヒト神経細胞 NT2/D1 の生存率に影響を及ぼすと濃度である 1.0ｘ10－6[M]の
約 1/10 であった。また、このときの血中鉛濃度は 9.0[mg/dL]と推定され成人において鉛の毒性が
観察される 10.0mg/dL を下回ったものの、幼児小児への影響を考慮する場合、基準値の新たな設
定が必要であることが示唆された。 
 また、ヒト神経細胞 NT2/D1 の生存率に影響を及ぼす濃度である、1.0ｘ10－6[M]に達する鉛濃






 本研究においてヒトに対する鉛の PBPK モデルを構築し、様々なシミュレーションを行った。
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 博士後期課程の 8 年間および研究員としての 1 年間、合計 9 年間はいろいろな人に多大な迷惑
をかけるとともにいろいろな方々の自分に対する暖かいご協力を感じることができました。もち
ろんここが終わりではなくスタートですし、ここからいよいよ皆さんから受けたいろいろな御恩
を返せることになると思います。本当にありがとうござました。 
 
 
